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UTILISATION D« OLIGOSACCHARIDES DANS LA PREVENTION 
ET LE TRAITEHENT DU VIEILLISSEMENT DES TISSUS 

La presents invention porte sur une composition 
pour le traitement ou la prevention des manifestations 
du vieillissement comportant des oligosaccharides ou 
des derives d' oligosaccharides ayant du D-galactose en 
position terminale non reductrice, ces derives agissant 
en tant que modulateurs de la synthese et/ou de 
1' excretion de I'elastase de f ibroblastes • 

II est connu que le tissu conjonctif au niveau du 
derme resulte de I'activite biosynthetique des 
fibroblastes qui elaborent la matrice extracellulaire 
(Labat-Robert J. et al., Elsevier Science Publisher 
B.V. 248 :386-393, 1990). 

La matrice extracellulaire est constituee par 
quatre families de macromolecules . II s'agit des 
collagenes et de I'elastine qui constituent le materiel 
fibreux du derme, les glycoproteines de structure qui 
assurent la cohesion entre les cellules et la matrice 
extracellulaire et fournissent le materiel 
microf ibrillaire du tissu elastique ; les 
proteoglycanes qui assurent 1 ' hydratation des tissus et 
le controle du trafic moleculaire. 

L'elastine possede un recepteur complexe dans la 
membrane des cellules f ibroblastiques qui contient une 
sous-unite de 67 kD qui comporte un site de liaison aux 
hydrates de carbone. 

A. Hinek et al. (Science 239 ; 1539-1541, 1988) ont 
montre que, lorsque la sous-unite 67 kD du recepteur de 
I'elastine etait immobilisee sur une colonne d'af finite 
dont le ligand etait constitue par de I'elastine ou des 
peptides de I'elastine, le lactose (1 mM) etait capable 
d'eluer cette proteine 67 kD, et que le galactose etait 
egalement efficace dans le deplacement de la liaison de 
la proteine 67 kD a I'elastine. 
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Au contraire, les oligosaccharides ne contenant 
pas de galactose sont incapables de permettre I'elution 
de la proteine 67 kD liee sur la colonne d'af finite 
elastine. 

Les auteurs en ont done conclu que le recepteur de 
1' elastine etait une proteine ayant des proprietes de 
liaison aux galactosides. 

II est egalement connu que les elastines, a I'etat 
soluble ou insoluble, sont susceptibles d^etre 
hydrolysees par des endoproteases et notamment les 
elastases. 

Differentes classes de proteases et 
d ' endopeptidases ont ete repertoriees et une revue de 
ces differentes endopeptidases et de leurs proprietes a 
ete publiee par Barrett et al., 1977 (Barrett A.J. 
Eds., North Holland, Amsterdam). 

Les elastases sont des proteases et endopeptidases 
dont les proprietes commencent a etre bien etudiees. 
Les articles suivants dont le contenu peut etre 
incorpore dans le present texte par reference decrivent 
ces proprietes, il s'agit de : 

- Bieth J- (1978) "Elastase : structure, function and 
pathological role". Front, of Matrix Biol. Cis.: 1-82 
et 

- Homsy R. et al. (1988) "Characterization of human 
skin fibroblasts elastase activity". Journ. Invest. 
Dermatol. 91:472-477. 

La designation d'une enzyme sous 1 • appellation 
d' elastase n'implique pas que cette protease soit 
specif ique de 1» elastine. En fait, les elastases 
hydrolysent une grande variete de substrats proteiques 
et 1' elastase leucocytaire par exemple est capable de 
Oliver pratiquement toutes les macromolecules du tissu 
conjonctif (Robert L. 1988, Path. Biol.; 36:1101-1107). 

Ces proteases de type elastase sont capables de 
degrader les fibres elastiques des tissus, ainsi 
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d'ailleurs que d'autres constituants coiniae les fibres 
de collagene ou les glycoproteines, par exemple la 
f ibronectine. Ce type de phenomene a ete decrit dans 
les phenomenes de vieillissement cellulaire ; de 
nombreux travaux ont montre que la synthese et 
1 • accumulation de ce type d" enzymes augments au cours 
du vieillissement, on peut citer notamment : 

- Labat-Robert J. et al., Ann. New York Acad. Sci. 
(1992) , 673 :16-22, 

- Robert J. Sang Thrombose Vaisseaux (1991), ^•^ST-SSO, 

- Robert L. Pathol. Biol. (1988), 36:1101-1107. 

Ces memes proteases et endopeptidases sont 
egalement capables de degrader les constituants 
matriciels d*autres organes, par exemple I'elastine des 
poumons, induisant ainsi un emphyseme pulmonaire, ou 
encore de degrader les lames elastiques des arteres, et 
I'elastine et le collagene des veines, favorisant ainsi 
le developpement de maladies vasculaires , : 
atherosclerose et arteriosclerose des arteres, et 
varicoses des veines. Toutes ces pathologies voient 
leur frequence et leur gravite augmenter avec I'age. 

D^autres endopeptidases de meme nature (metallo- 
endopeptidases a Zn) sont capables d'activer 
1 • angiotensine I inactive, en angiotensine II qui peut 
declencher une hypertension arterielle severe. 

Enfin, les enkephalinases, d'autres endopeptidases 
a Zn de meme nature, interferent avec le f onctionnement 
des enkephalines et, selon 1' importance de leurs exces, 
peuvent induire des perturbations dans le 
f onctionnement du cerveau. 

Le denominateur commun de toutes ces 
endopeptidases agissant sur des substrats differents et 
induisant des pathologies tres diverses est qu'elles 
possedent un site act if a Zn et sont toutes liees a la 
membrane cellulaire. 
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Dans la description qui va suivre, le cas de 
I'elastase des fibroblastes de la peau sera traite, 
mais le mecanisme physiopathologigue et le principe du 
traitement qui seront presentes sont egalexnent valables 
pour les autres endopeptidases et les autres 
pathologies dont 1 ' enumeration non limitative a ete 
donnee ci-dessus. 

La presente invention est relative a des 
compositions pour le traitement ou la prevention des 
manifestations du vieillissement du tissu conjonctif, 
caracterisees en ce qu'elles contiennent au moins un 
oligosaccharide de 2 a 5 residus osidiques ou un derive 
de celui-ci, contenant un galactose en position 
terminale non reductrice. 

L' invention concerne une composition caracterisee 
en ce qu'elle est utilisee pour le traitement des 
manifestations du vieillissement cutane, quand les 
oligosaccharides ou leurs derives sont associes a un 
vehicule compatible avec une administration cosmetique, 
et de preference topique. 

L' invention est egalement relative aux 
compositions pour le traitement ou la prevention des 
manifestations de vieillissements acceleres au niveau 
de la trame fibreuse du tissu conjonctif accompagnant 
certaines pathologies, notamment des pathologies 
cardio-vasculaires et I'emphyseme pulmonaire, ladite 
composition contenant les oligosaccharides ou derives 
de ceux-ci ayant un galactose en position terminale non 
reductrice. 

Les oligosaccharides entrant dans la composition 
pour le traitement ou la prevention des manifestations 
du vieillissement cutane ou de vieillissements 
acceleres au niveau de la trame fibreuse du tissu 
conjonctif sont, de preference, le lactose, le 
melibiose, 1^ stacchiose ou des derives de I'un de ces 
sucres ou un melange de ceux-ci. 
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Les derives oligosaccharides qui peuvent rentrer 
dans une composition selon 1 ' invention comportent tous 
un residu du galactose en position terminale non 
reductrice ; ils peuvent rentrer dans les categories 
citees ci-apres , dans lesquelles 1 " oligoside repond a 
la formule generale suivante : 
galactose-n(a ou i3)-(Hex)n, 
dans laguelle 

n represente la position 1, 2, 3, 4 ou 6, 
Hex represente un pentose ou un hexose en liaison 
a ou {3 , 

n' est un nombre compris entre 1 et 5; 

a) - des glycosides repondant aux formules : 

. (I) oligoside 1-0-R, dans lequel R est un residu 
alkyle de 1 a 18 atomes de carbone, lineaire ou 
branche , 

. (11) oligoside 1-O-R-O-l-oligoside dans laquelle 
R = (CH2)n, n etant compris entre 2 et 10, 

b) - une osylamine acylee selon I'une des formules 
suivantes, dans lesquelles 1' oligoside est de 
preference le lactose, le melibiose ou le stachiose : 

- des osylamines acylees repondant a l^une des formules 

suivantes : 

. (Ill) oligoside 1-NH-CO-R, dans laquelle 
R est un residu alkyle de 2 a 18 atomes de 
carbone, contenant 0, 1 ou 2 double liaisons, 
. (IV) oligoside 1-NH-CO-R-CO-NH-l-oligoside, dans 
laquelle 

R = (CH2)nf n etant compris entre 2 et 8, 

c) - une alkylamine acylee par un acide aldonique obtenu 
par oxydation d'un oligoside, 

. (V) oligoside-CO-NH-R, dans laquelle 

R a la meme signification que dans la formule 

(III) , 

. (VI) oligoside CO-NH-R-NH-CO-oligoside, ou R a 
la meme signification que dans la formule (III) , 
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d)- soit un produit de reduction des bases de Schiff 
forme par des oligosides avec des mono- ou diamines 
aliphatiques, et repondant a I'xine des formules 
suivantes : 

. (VII) Gal-(Hex)n-X~HN-R, 

. (VIII) Gal-(Hex)n-X-HN-R-NH-X-(Hex)r,-Gal, 

dans lesquelles : 

Hex est un hexose ou un pentose, 

n = 0, 1 ou 2, 

X = l-NH2-hexitol, et 

R a la meme signification que dans (III) . 

L' ensemble de ces oligosaccharides ou de leurs 
derives decrits plus haut ont en commun la 
caracteristique de diminuer d'au moins 20% la synthese 
et/ou la secretion de I'elastase dans des fibroblastes 
en culture. 

Cet effet se manifeste par la diminution de 
1 * activite enzymatique dosable dans le milieu de 
culture de ces cellules, ainsi que dans les cellules 
elles-memes . 

La methode utilisee consiste a cultiver les 
fibroblastes de peau humaine dans des conditions 
standards et a determiner par une methode 
colorimetrique, a I'aide d'un substrat synthetique (le 
N-succinyl-trialanyl-paranitroanilide) , 1 • activite 

elastasique de la culture. 

En utilisant ce substrat synthetique, il a pu 
egalement etre montre que la biosynthese des 
endopeptidases de type elastase augmente au cours des 
passages successifs des fibroblastes constituant ainsi 
un systeme de vieillissement in vitro selon le modele 
de Hay flick (1980, Cell Adding In. Annual Review of 
Gerontology and Geriatrics ; Springer, New York 
1:26-67) ; Labat-Robert J. et al. (1988, Expert 
Gerontol. 23:5-18) . 



wo 95/05155 



PCT/FR94/01008 



7 

L'activite enzymatique est essentiellement 
associee avec la membrane cellulaire et peut etre 
recuperee apres trypsinisation des fibroblastes dans 
une fraction soluble. 

Deux a 10% de I'activite totale peuvent etre 
recuperes dans les milieux de culture et le reste est 
associe avec les residus cellulaires et peuvent etre 
solubilises a I'aide d'un detergent. 

La presente invention est relative a 1 'utilisation 
des oligosaccharides ou de leurs derives decrits plus 
haut pour controler la biosynthese et la secretion des 
proteases de type elastase a partir de fibroblastes par 
le recepteur de I'elastine present sur les fibroblastes 
humains, notamment les fibroblastes de la peau, ce 
controle ayaht pour effet de prevenir ou traiter les 
manifestations du vieillissement cutane, ou celles du 
vieillissement accelere lie aux pathologies dues 
notamment a une presence excessive d ' endopeptidases. 

En effet, comme il a ete dit plus haut, la sous- 
unite de 67 kD du recepteur de I'elastine possede une 
structure reagissant specif iquement avec le lactose ou 
des structures oligo- ou polysaccharidiques contenant 
du galactose en position terminale (Labat-Robert J. et 
al., cite ci-dessus et Mecham R.P. et al, 1989, 
Biochem. 28:3716-3722). 

Les derives d' oligosaccharides entrant dans la 
composition de 1' invention peuvent etre synthetises 
soit chimiquement, comme il sera explique plus loin 
dans les exemples, soit extraits a partir de milieux 
biologigues, notamment le lait, le sang ou le placenta, 
ou encore de produits naturels comme le miel qui 
contient des gal actos ides interessants pour la 
preparation des compositions de 1' invention (R. 
Siddiqui, in Advance in Carbohydrate Chemistry and 
Biochemistry, Ed: D. Horton vol. 49, pp. 285-309). 
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Les polysaccharides ou leurs derives peuvent ainsi 
etre extraits par des methodes classiques (Frontiers of 
Matrix Biology (1985), vol. 10, S. Kargar Edition), 
puis subir soit une degradation enzymatique, soit une 
hydrolyse chimique et enfin le compose d'interet est 
separe soit par precipitation saline, ou 
chromatographie d • echange d ' ions ou chromatographie sur 
gel de Sepharose, ou par tout autre procede adequat. 

La presente invention est egalement relative au 
procede de preparation d"une composition destinee a la 
prevention ou au traitement des effets du 
vieillissement cutane caracterise en ce qu'il comprend 
1 • incorporation dans un vehicule acceptable pour une 
administration locale d'un oligosaccharide de 2 a 5 
residus osidiques comprenant un galactose en position 
terminale non reductrice ou d^un derive d'un tel 
oligosaccharide, lequel represente 0,5 a 6% en poids 
sur volume de ladite composition, 

Cette composition peut etre avantageusement 
utilisee en dermatologie et/ou cosmetologie pour le 
traitement ou la prevention des effets . du 
vieillissement cutane, 

De la meme maniere, 1 ' invention est relative a un 
procede de preparation d'une composition destinee a la 
prevention ou au traitement des manifestations de 
vieillissement accelere au niveau de la trame fibreuse 
du tissu conjonctif accompagnant certaines pathologies 
liees a une synthese anormale d • elastase, notamment 
1 ' emphyseme pulmonaire , 1 ' atherosclerose et 

arteriosclerose des arteres et varicoses des veines, ou 
enfin dans le traitement ou la prevention de 
1 'hypertension arterielle lorsque des endopeptidases de 
type elastases sont responsables de 1" activation de 
1 'angiotensine I en angiotensine II ; cette utilisation 
est caracterisee par 1 ' incorporation dans une 
composition, en association avec un vehicule 
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pharmaceutique acceptable, d'un oligosaccharide ou un 
derive d ' oligosaccharide comportant un galactoside en 
position terminale non reductrice. 

Lorsgue le derive d ' oligosaccharides comprend un 
residu hydrophobe, un vehicule avantageux peut etre 
constitue de liposomes, permettant de presenter la 
fraction osidique du derive a leur surface. 

Dans les exemples detailles qui suivent, il est 
montre I'effet du lactose, du melibiose du stachiose et 
de leurs derives sur la synthese et la secretion 
d"elastase a partir de fibroblastes humains ayant subi 
de 15 a 25 passages : les cellules ainsi traitees sont 
des cellules qui entrent dans une phase de senescence 
selon le modele de Hay flick (reference supra) et 
constituent done le modele de vieillissement in vitro. 

La diminution observee de la synthese et de la 
secretion d'elastase dans un tel systeme par 
1 ' administration des derives d ' oligosaccharides de 
1' invention, est un indice de I'effet de ces composes 
anti-vieillissement puisque, comme nous I'avons vu plus 
haut, 1 ' augmentation de la synthese et de la secretion 
d'elastase sont des phenomenes lies au vieillissement 
de ces fibroblastes. 

Ces exemples ne sont pas limitatifs d'un effet sur 
les fibroblastes de la peau, mais peuvent etre 
generalises a tout type de cellules f ibroblastiques et 
autres cellules endotheliales, cellules musculaires 
lisses, leucocytes possedant dans leur membrane un 
recepteur de I'elastine, lequel recepteur comprend une 
sous-unite de 67 kD ayant une affinite pour les 
galactosides. 

- Materiel et methodes : 

Les fibroblastes de la peau humaine ont ete 
obtenus de biopsies de peau prelevee au cours d'une 
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chirurgie plastique itiammaire d'une femme agee entre 16 
et 24 ans. 

Les cellules sont cultivees dans un milieu Eagle 
modifie par Dulbecco (DMEM) avec 10% de serum de veau 
foetal, 200 /xg/ml de penicilline et 200 unites/ml de 
streptomycine dans une atmosphere 90/10% 
d'oxygene/azote dans des bouteilles en plastique 
NUNCLON-DELTA de 35x10 mm. 

Les experiences sont realisees entre le ISeme et 
le 2 leme passage , dans la mesure ou c ' est a ce niveau 
la que I'activite elastasique augmente et reflete 
I'etat de senescence des cellules. 

Vingt-quatre heures avant les experiences, le 
milieu est retire et 1 ml de milieu DMEM frais a ete 
ajoute avec du lactose a la concentration finale de 10 
mM. 

Apres des intervalles de temps determines, le 
milieu a ete enleve, la couche de cellules rincee deux 
fois avec 1 ml de PBS (Phosphate Buffered Saline) qui a 
ete ajoute au milieu. 

La couche de cellules a ensuite ete traitee avec 
une solution fraiche de trypsine (Worthingthon) a 20 ^g 
dans 1 ml de PBS pendant 5 min. a 37 *c, suivie par une 
centrifugation a 100 g pendant 5 min. a 4"C. 

Apres decantation et ringage avec 1 ml de PBS, les 
residus cellulaires sont suspendus dans 1 ml de tampon 
Tris-HCl 0,1 M pH 7.4, contenant 0,1% de Triton x-100 
et homogeneises dans un homogeneiseur Potter. 

Le surnageant de cette suspension a ete utilise 
pour la determination de I'activite enzymatique liee 
aux cellules. 

La determination de I'activite enzymatique de type 
elastase a ete faite par addition du substrat (N- 
succinyl-trialanyl-paranitroanilide ou N-suc-alasp-Na) 
a une concentration de 125 mM dans le dimethyl formamide 
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a un aliquot d'extraits cellulaires selon la technique 
decrite dans Bieth. J. 1978 (voir supra) . 

Pour le milieu de culture, 56 ^1 ont ete ajoutes a 
890 Ml <ie tampon Tris-HCl 0,1 M pH 7.8 et 10 Ml de la 
solution de substrat. 

Cinquante fMl du trypsinat ou de residus 
cellulaires ont ete ajoutes a 940 /xl de tampon Tris et 
a 10 Ml de substrat. 

Les incubations sont realisees a 37 pendant 3 h 
pour le milieu de culture, 1 h pour le trypsinat et 
pour le residu cellulaire. 

La densite optique de la couleur jaune qui se 
developpe par action de 1' enzyme sur le substrat est 
lue a 410 nanometres dans un spectrophotometre . 

Toutes les experiences sont realisees sur 4 a 6 
cultures en parallele, et des valeurs moyennes sont 
comparees statistiquement avec le t-test de Student. 

L'activite enzymatique (AE) est exprimee en nM de 
substrat hydrolyse par heure et par 10^ cellules, 
calculee de la faqzon suivante : 

DO X V total 

AE = X 10^ 

8,8 X V echantillon x N x T 

ou : 

- DO est la densite optique, 

- N est le nombre de cellules dans le volume 
reactionnel, 

- T est le temps d • incubation, et 

8,8 est le coefficient d' extinction molaire 
correspondant a la DO de la solution molaire de 
substrat dans une cuve de 1 cm d'epaisseur. 

Dans les differents exemples qui suivent, I'effet 
du galactose et de ses derives sur la modification de 
I'activite elastasique des fibroblastes a ete etudie en 
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mesurant la modification de cette activite par un 
peptide de I'elastine : la kappa-elastine (KE) ; ce 
peptide a ete obtenu par une hydrolyse d'elastine du 
ligament nuqual du boeuf, par hydrolyse alcaline dans 
I'ethanol aqueux selon la technique decrite dans Robert 
L. et Poullain N. (Etudes sur la structure de 
I'elastine et le mode d' action de I'elastase. I. 
Nouvelle methode de preparation de derives solubles de 
I'elastine. Bull, Soc. Chim. Biol, 45:1317-1326 
(1963) ) . 

Ce peptide a en effet la propriete d'etre un 
agoniste du recepteur de I'elastine, c'est-a-dire que 
sa presence conduit a une augmentation de 1' activite 
elastase des fibroblastes en culture. 

Le tableau 1 ci-dessous montre la cinetique 
d' actions de la kappa-elastine a 1 mg/lamelle sur 
1» activite elastasique des fibroblastes humains au 
vingtieme passage en fonction du temps d ' incubation. 

Tableau 1 
TEMPS D' INCUBATION AVEC LA KE 



Oh 2h 6h 24 h 48 h 



AE DMEM 0,04 0,04 0,03 0,21 0,99 

AE TRYPS 0,267 0,2 0,207 0,190 0,123 



On note une forte augmentation de 1» activite 
elastasique dans le milieu de culture (secretion) apres 
un temps de latence de 24 h. En meme temps, 1' activite 
membranaire dans le trypsinat baisse. II apparait done 
que 1 ' augmentation de 1 • activite dans le milieu 
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pourrait etre liee au relargage de 1' enzyme membranaire 
dans le milieu. 

- EXEMPLE 1 : Etude de 1 ' action du lactose : 

La concentration utilisee de lactose est de 10 mM 
ou de 3,6 mg/ml. Le tableau 2 ci-dessous montre I'effet 
du lactose 10 mM sur I'activite elastase des 
fibroblastes humains au 21eme passage et sur sa 
distribution entre la forme libre, membranaire 
(trypsinat) et liee a la cellule (apres effet du 
Triton) • 

L'activite est indiquee en densite optique du 
substrat hydrolyse, multipliee par loVh pour 10^ 
cellules. 

Una moyenne de 4 mesures paralleles sur des 
cultures differentes a ete calculee. 

La distribution de 1 ' activite entre les trois 
compartiments est indiquee comme un pourcentage du 
total , de meme que 1 ' inhibition par le lactose est 
ilidiquee en pourcentage de 1 ' activite equivalente en 
1' absence de lactose. 

Tableau 2 

Controle Lactose 



Activite % du Activite % du % 
total total 



Activite totale 


588 


.1 




100 


262. 


.2 


100 


55 


Milieu de 


















culture 


56 


.1±7. 


.6 


10 


18. 


.8±1.1 


7 


66 


Trypsinat 


359. 


5±41. 


.7 


61 


91. 


.9±31.7" 


35 


74 


Cellulaire 


172. 


5±16. 


.8 


29 


151. 


.5±28.8 


58 


12 



* p < 0*05 en comparant le controle avec le lactose. 
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Ce tableau inontre une reduction de 55% de 
I'activite totale, ainsi qu'un changement de la 
distribution de I'activite enzymatigue dans les trois 
fractions. 

L* enzyme libre mesuree dans le milieu de culture 
diminue de 66% compare a la culture controle et 
1 ' enzyme associee a la membrane relargable par la 
trypsine baisse de 74% tandis que I'activite residuelle 
(cellulaire) ne montre pas de difference significative 
avec le controle. 

Cette inhibition selective des activites liees a 
la membrane et relarguees dans le milieu modifie la 
distribution de I'activite totale, 

Dans les cultures controles, la majeure partie de 
I'activite totale est associee a la membrane cellulaire 
(61%) et relargable par la trypsine ; dans les cultures 
traitees au lactose, seulement 35% de I'activite totale 
sont relargues par la trypsine ; 58% sont associes aux 
residus cellulaires. 

II apparait ainsi que le lactose a pour effet de 
diminuer la synthese de 1' enzyme et le relargage. 

- EXEMPLE 2 : Etude de 1' action du melibiose sur la 
synthese d'elastase : 

Le melibiose est ajoute au milieu de culture a la 
concentration de 10 mM, soit 3,4 mg/ml et ce, dans les 
memes conditions de culture que le lactose. 

Le melibiose provoque une diminution de I'activite 
enzymatique dans le milieu de 60% par rapport au temoin 
et une diminution dans le trypsinat de 80%, ainsi 
qu'une faible diminution dans le culot cellulaire. 

L'activite enzymatique totale est diminuee de 50%. 

- EXEMPLE 3 : Action du stachiose : 

Le stachiose est un tetrasaccharide qui a 6te 
prepare selon la technique de M.L. Wolfrom et A, 
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Thompson decrite dans Methods of Carbohydrate Chemistry 
I p. 368-369, Academic Press, 1962. 

Le stachiose a ete ajoute au milieu de culture a 
la concentration de 10 mM, soit 6,6 mg/ml. 

II a pour effet de diminuer I'activite enzymatique 
dans le trypsinat de 30% par rapport au temoin, alors 
qu"il augmente legerement dans le milieu. 

En presence de kappa-elastine a la concentration 
de 1 mg/ml, il diminue I'activite enzymatique 
significativement dans le milieu (52%) par rapport h 
1' effet de la kappa-elastine seule. 

Dans le trypsinat, on observe une augmentation de 
32% toujours par rapport a 1' effet de la kappa-elastine 
seule. 

L'activite enzymatique dans les culots ne varie 
pas d*une fagon significative. 

- EXEMPLE 4 : Action de 1 ' oleoyl-lactosylamine : 

L'oleoyl-lactosylamine est un compose repondant a 

la formule X et sa synthese est nouvelle. 

a) Synthese de 1" oleoyl-lactosylamine : 

Du 1-amino lactose reagit avec du 1 ' oleoyl- 

chlorure pour donner le lactobionyl-oleylamine de 

formule suivante : 
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G«liictx)se Glucose 



On dissout 3,3 g de lactosylamine dans 3 0 ml de 
methanol a 80° et on y ajoute 1,2 g de diethylamineo On 
ajoute a cette solution 4 g de chlorure d'oleoyl, sous 
agitation, a une temperature ne depassant pas SO^'C. 

Le pH du melange est porte a 3 par 1' addition de 
HCl- L'acide oleique est elimine par extraction par 
heptane. On fait passer la phase methanol ique-aqueuse 
successivement par les colonnes d'echangeur d'ions 
acides et basiques et on chasse les solvants sous vide. 

Le produit obtenu renferme encore environ 20% de 
lactose. L'oleoyl-lactosylamine peut etre purifie sur 
une colonne d'octyl-Sepharose. 

Rf = sur silice (MeOH couche mince), 0,8 (chlorof orme- 
methanol 1:1, v/v) . 

b) E£fet sur les cultures senescentes de 
fibroblastes : 

L» oleoyl-lactosylamine est ajoute a la 
concentration de 0,5 mM. 
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A cette concentration, il provogue une faible 
augmentation de I'activite dans le trypsinat et une 
baisse dans les culots cellulaires d' environ 20%. 

- EXEMPLE 5 : Action du dimelibionityl-diaminohexane : 

a) Preparation du dimelibionityl-diaminohexan: 

Ce produit a ete synthetise par une technique 
nouvelle decrite ci-apres. 

On dissout 374 mg melibiose (1,1 mM) et 116 mg 
(0,5 xnM) de diaminohexane dans 5 ml de tampon phosphate 
0,2 M pH 8, et on y ajoute 270 mg de cyanoborohydrure 
de sodium (4,4 mM) . On abandonne le melange 11 jours a 
la temperature ambiante, et on chauffe a 37 °C pendant 2 
jours. On fait passer la solution sur echangeur d'ions 
acides (H+) et on lave la colonne par I'eau. 

La substance est eluee ensuite par une solution de 
0,5 M d'ammoniaque, et on lyophilise la solution. Le 
rendement est de 200 mg de di-melibionityle- 
diaminohexane . 

Rf sur silice = (Butanol-acide acetique-eau, h = 1:1) 
0,2. 

La figure 1 represente le schema reactionnel 
conduisant aux derives dimelibionityl-diaminohexanes. 

b) Action du dimeliobionityl-diaminohexane sur 
l>activite enzymatique des cultures de fibroblastes 
humains : 

On observe une augmentation de 1 ' activite 
enzymatique dans le milieu, ainsi qu'une diminution de 
40% dans le trypsinat par rapport au temoin. 

En presence de kappa-elastine, 1» activite diminue 
de 71% dans le milieu, sans augmentation dans le 
trypsinat. 

Par centre, 1' activite recuperee dans les culots 
cellulaires augmente legerement par rapport a Inaction 
de la kappa-elastine seule, mais ne deplace pas la 
valeur du temoin. 
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c) Comparaison des differents effets : 
Le tableau 3 suivant resume 1' ensemble des 
resultats obtenus avec les differents derives 
galactosides sur I'activite elastasique des 
fibroblastes humains : 
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TABLEAU IV : ACTION SUR L'ACnvrTE ELASTASIQUE 
SUBSTANCE TOTAL DMEM TRYPSINAT CULOTS C 



LACTOSE 


\T7% 


130% 


170% 


^30% 


LACrOSE+KE 


tl3.5% 


t20% 


450% 


|30% 


MHT^TRTOSR 


|58% 


{60% 


180% 


430% 


MELIBIOSE+KE 


415% 


AZ/ /O 


\ DL /O 




STACHIOSE 


\n% 


J1M-/0 


JO 




STACmOSE+KE 


|17% 


|56% 


^32% 




CARRAGEENAN 


♦28% 




♦ 66% 


t30% 


CARRAGEENAN+KE - 


{28% 


♦29% 




L.O.AMINE 


|15% 


♦44% 


t61% 


|19% 


L.O.AMINE+KE 


\27% 




♦ 41% 


432% 


M.L.AMINE 


\13% 


|10% 


{15% 


♦50% 


M.L.AMINE+KE 


f40% . 


♦11% 


♦ l7% 


♦50% 


AMB 


\23% 


t67% 




{35% 


AMB+KE 


|7% 


{60% 


j20% 


423% 


DMDAH 




^67% 


\53% 




DMDAH+KE 


♦23% 


♦70% 


418% 


^34% 


MDH 


♦58% 


{60% 


^37% 


^60% 


MDH+KE 


♦54% 


{80% 


♦l4% 


156% 



LOAMINE- IJVCTOBIONYL-OLEYLAMINE 
MLAMINE- MYRISTOYL-LACTOSYLAMINE 
AMB- ACIDE MEUBIONIQUE 
DMDAH- DIMEUBIONTIDYL-DIAMMINOHEXAhE 
MDH-DIMELIBIITYL-DIAMINOHEXANE ' 
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Les derives soulignes sont ceux qui sont indiques 
dans les exeinples precedents. 

- EXEMPLE 6 ; Effet chez le rat nu du lactose et du 
meliobiose : 

Deux groupes de rats sont traites et compares^ 
I'un avec le lactose ou le melibiose, 1' autre par un 
placebo. 

Puis, les rats sent irradies avec une dose de 3 
MED (pour dose minimale erythemateuse) . 

Le dosage d'activite elastasique est mesuree au 
niveau de biopsies prelevees sur les rats irradies, par 
la methode decrite dans Materiels et methode. 
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REVENDI CATIONS 

1. Composition pour le traitement ou la prevention 
des manifestations du vieillissement du tissu 
conjonctif caracterisee en ce gu*elle contient au moins 
un oligosaccharide comprenant de 2 a 5 residus 
osidiques^ ou un derive de celui-ci contenant un residu 
hydrophobe, pourvu qu'un residu galactose soit present 
en position terminale non reductrice de 
1 • ol igosacchar ide . 

2 . Composition selon la revendication 1, 
caracterisee en ce qu'elle est utilisee pour le 
traitement des manifestations du vieillissement cutane, 
quand les oligosaccharides ou leurs derives sont 
associes a un vehicule compatible avec une 
administration cosmetique, et de preference topique. 

3. Composition selon la revendication 1, pour le 
traitement ou la prevention des manifestations du 
vieillissement accelere au niveau de la trame fibreuse 
du tissu conjonctif accompagnant certaines pathologies, 
caracterisee en ce que 1 • oligosaccharide ou son derive 
est associe a un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable. 

4. Composition selon l»une des revendications 1 a 
3, caracterisee en ce que 1 'oligosaccharide repond a la 
formule suivante : 

galactose-„(a ou iS)-(X)n. 

dans laquelle 

n represente la position 1, 2, 3, 4 ou 6, 

X represente un pentose ou un hexose en liaison a 

ou iS, 

n' est un nombre compris entre 1 et 5, 
un tel oligoside pouvant etre notamment le lactose, ou 
le meliobiose ou le stachiose, ou un melange de ceux- 
ci. 
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5. Composition selon I'une des revendications 1 a 
3, caracterisee en ce que le derive d ' oligosaccharide 
est choisi dans I'une des categories suivantes : 

a) - un glycoside selon I'une des formules suivantes, 
dans lesquelles 1 'oligosaccharide est un oligoside de 
preference le lactose, le melibiose ou le stachiose : 

. (I) oligoside 1-0-R, dans lequel R est un residu 
alkyle de 1 a 18 atomes de carbone, lineaire ou 
branche , 

. (II) oligoside 1-0-R-O-l-oligoside dans laquelle 
R = (CH2)n# n etant compris entre 2 et 10, 

b) - soit une osylamine acylee selon I'une des formules 
suivantes, dans lesquelles 1' oligoside est de 
preference le lactose, le melibiose ou le stachiose : 

. (Ill) oligoside 1-NH-CO-R, dans laquelle 
R est un residu alkyle de 2 a 18 atomes de 
carbone, contenant 0, 1 ou 2 double liaisons, 
• (IV) oligoside 1-NH-CO-R-CO-NH-l-oligoside, dans 
laquelle 

R == (CH2)n/ n etant compris entre 2 et 8, 

c) - une alkylamine acylee par un acide aldonique obtenu 
par oxydation d'un oligoside, 

. (V) oligoside-CO-NH-R, dans laquelle 

R a la meme signification que dans la formule 

(III)/ 

. (VI) oligoside CO-NH-R-NH-CO-oligoside, ou R a 
la meme signification que dans la formule (III) , 

d) - soit un produit de reduction des bases de Schiff 
forme par des oligosides avec des mono- ou diamines 
aliphatiques, et repondant a I'une des formules 
suivantes : 

. (VII) Gal-(Hex)„-X-HN-R, 

. (VIII) Gal-(Hex)„-X-HN-R-NH-X-(Hex)„-Gal, 
dans lesquelles : 

Hex est un residu d'un hexose (ou pentose), 
n = 0 , 1 ou 2 , 
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X = residu d'un hexitol (ou pentitol) , et 

R a la meme signification que dans (III) . 

6. Precede de preparation d'une composition selon 
I'une des revendications 1 a 3, caracterise en ce que 
les derives d • oligosaccharides sont obtenus par 
synthese chimique. 

1. Precede de preparation des composes selon I'une 
des revendications 1 a 3, caracterise en ce qu'il 
comprend les etapes suivantes : 

a) extraction des sucres a partir d'un milieu 
biologique, notamment le lait, le sang ou le placenta, 

b) degradation enzymatique des sucres extraits ou 
hydrolyse chimique, 

c) separation du compose recherche. 

8. Precede de preparation d'une composition 
destinee a la prevention ou au traitement des effets du 
vieillissement caracterise en ce qu'il comprend 
1 • incorporation dans un vehicule acceptable pour une 
administration locale d'un oligosaccharide de 2 a 5 
residus osidiques comprenant un galactose en position 
terminale non reductrice ou d'un derive d'un tel 
oligosaccharide, lequel represente 0,5% a 6%, de 
preference 1 a 4%, en poids sur volume de ladite 
composition. 

9. Utilisation en dermatologie d'une composition 
selon I'une des revendications 1 a 4, avec un vehicule 
permettant une administration cutanee. 
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Q^^ MELIBIOSE 

I 

OH 

-o 




FORME ALDEHYDIQUE DU 
MELIBIOSE (Melibiose - CHO) 



CH2-CHOH- CHOH- CHOH- CHOH-CHOH 



Melibiose CHO + H2N - (CH2)6 -NH2 + OHC - Melibiose 



1 ,6 diaminohexane 



Melibiose - CH = N - (CH2)6 - N = CH - Melibiose 

(base de Schiff instable) 

NaCNBH4 



jMelibiose - CH2J- NH - (CH2)6 - NH - CH2 - Melibiose 



MELIBIONITOL 



Melibionitol - NH ( CH2)6 - NH - Melibionitol 



di - mellbionityl - diaminohexane 
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DOCUMENT-IDENTIFffiR: WO 9505155 Al 



Composition for the treatment or prevention of 
the symptoms of connective tissue ageing, 
characterized in that it contains one or more 
oligosaccharides with 2 to 5 oligosaccharide 
residues or a derivative of said oligosaccharide 
(s) containing a hydrophobic residue, with the 
proviso that one galactose residue be present in a 
non-reducing terminal position of said 
oligosaccharide (s) . 
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